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® u-^' r u a , b f ? 0 enomJsche DNA von einer humanen Gen- 
bibliotnek kloniert und sequenziert, die sich 1300 Basen- 
paarestromaufwartsder 5'-untranslatierten Sequenz des 
Gens fur den Natrium-Jodid-Symporter (NIS) erstreckt In 
transienten Transfektionsassays zeigte diese Sequenz 
Promoter-Aktivitat, die durch gezielte Deletionen auf Nu- 
kleotid -443 bis -395 relativ zum ATG-Startcodon einge- 
scnrankt werden konnte. Dieser "minimale" Promoter der 
eine putative GC- und TATA-Box einschlieBt, war in der 
Ratten-Schilddrusenzellinie FRTL-5 sehr aktiv, aber auch 
m genngerem AusmaS in COS-7 und CHO-Zelien die kei- 
ne Schilddrusenmerkmale aufweisen. Er war homolog zu 
einer korrespondierenden Sequenz im NIS-Gen aus der 
Ratte, weist aber keine Ahnlichkeit zu anderen Promoto- 
ren von schiiddrusenspezifischen Genen auf. 
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Bcschrcibung 

EINLEITUNG 

Die Aufnahme von Jod in die SchilddrUsc isl Vbraussel- 
zung fur die Synlhesc der Schilddriiscnhormone T3 und T4. 
Dancben wird dicser ProzcB bei dcr Radiojod-Therapte von 
Schilddriisentumoren ausgenutzl. Die Jodaulnahme in die 
Schiiddruse istein aktivcr ProzeB, der durch das Protein Na- 
trium- Jodid-Symporler (NIS) geteistel wird; einem Protein, 
das kUrzlich kloniert wurde (1, 2). Expression von NIS 
wurde vorwiegend in der Schiiddruse gefunden. in einera 
geringeren AusmaB aber auch in der Brustdruse und ini 
Ovar (3). Die NIS-Expression ist. in Schilddriisenkarzi no- 
men und in iransformierten Zell-Linien aus der Schiiddruse 
stark vermindert. Folglich sind viele Schilddrusen-Karzi- 
nome nichL der Radiojod-Therapie zugMnglich. Jodauf- 
nahmc und NIS-Gchallin Schilddriiscnzcllcn werden durch 
TSH bzw. cAMP erhohL, was auf vcrmehrte Genexprcssion 
zuruckzufuhrcn scheini (4). Es gibt aber praklisch keine In- 
formationen uber die transkriplionelle Regulation des huma- 
nen NIS-Gens. Um die molekularen Mechanisrnen dieser 
Regulation zu verstehen, haben wir den Promoter des NIS- 
Gens kloniert, sequenziert und charakterisiert Transfekti- 
ons-Assays miL Reporiergen-Konslruklen wurden in Schild- 
drusen- und Wchl-SchiWdriisenzellen durchgefiihrt um die 
Gewebsspezifitatder Genexpression zu bestimmcn. 

MATERIAL UND METHODEN 

PGR und DNA-Sequenzierung 

Um den Projiiotor am 5*-Ende des NIS-Gens zu klonieren, 
verwendeten wir das gene-walking human genomic library 
system von Clontech (Heidelberg). Zwei aufeinanderfol- 
gende PCR's wurden an 5 Bibliotheken von unklonierten. 
aber adapterligierten genomischen DNA-Fragmenien 
durchgeftlhrL Jede dieser Bibliotheken war durch Verdau 
nut einem spezifischen Restriktionsenzym entstanden. Ne- 
ben den adaptorspezifischen 5 -Primern API und AP2, wur- 
den 3-Primer verwendet, die komplementar zur untransla- 
tierten cDNA waren. Der NIS-spezifische 3*Primer NISI 
(S'-CCTCCXHXJT^ war 
aD der Position 142 der 5-untrarislatierten Region des NIS- 
Gens lokalisiert, wahrend der "nested" Primer fUr die zweite 
PCR (NIS2, s». 

TGCTCTCTGTCTGIXXTX^CACX.TCCCC-S') an Posi- 
tion 105 der publiziertcn NIS-cDNA war (2). Das Protokoll 
von Clontech wurde genau befolgt, aufier dafi etwas langere 
Zciten fur die Amplification verwendel wurden. 

Ein PCR-Produkt, das mit diesen Primem aus der Sspl- 
Bibliothek vervielfaltigt wurde, wurde in den TA-cloning 
vector pCR2.1 (Invitrogen, Leek, Netherlands) kloniert. 
Dieses Insert wurde in beiden Richtungen bei der Fa. Euro- 
gentec (Seraing, Belgium) sequenziert Um nach putativen 
Promotor-Elementen zu suchen, wurde eine Computcr-Se- 
quenzanalysedurchgefuhrt mit dem EUKPROM-Programm 
von PC/GENE version 6.5 software package (IntelliGene- 
lics). Nuclcolid-Homologien wurden mit dem Programm 
GCG (University of Wisconsin, Madison, WI) analysicrt. 
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Nl), b) cin 850-nl EcoRI/Xbal-Fragmcnt, das ungefiihr die 
5-HBlflc cnthalt mil 804 NlS-spccifischen Nucleotide 
(pGL-N2) und c) ein 612-ni Xbal/EcoRI-Fragment, das die 
3-Halfte mit 602 NTS-specifischen Nucleoddcn (pGT^N3) 
5 nahc dent Trans lalionstaricodon des NIS-Gens enthali. 
Diese Fragmente wurden aus dem genomischen Klon ausge- 
schnitten, mit KIcnow-Polymerase glattendig gemacht und 
in die the Smal-Site von pGL3-Basic in "sense"- und "anti- 
sense^'-Orientierung ligicru Die Orientierung der jcweiligen 

10 Fragmente wurde durch Restriktionsverdau mil gecigneten 
Enzymen nachgewiesen. pGL-N3 wurde weiter fur eine Se- 
rie von gerichteten Delelionen verwendet, wobei die folgen- 
den Restriktionsenzyme angewandf. wurden, a) SacI (-117 
bp, pGL-N4), b) Nhel/Blnl (-408 bp, pGL-N5), c) Smal (- 

15 436, pGL-N7), d) NhetfEspI (-513 bp, pGI^N8). ZusSizlich 
wurde ein PvuII-Fragment entfernt, was in einer Deletion 
von 256 bp resuliierte (pGL-N6). Alle Konstrukte sind sche- 
matisch in Abb. 2 dargcstcllt. 
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Zellkullur und Transfektionsassays 



Konstruktion von Expressions- Vekloren 

Basierend auf diesen Computer-Analysen wurden drei 
Tcilc dieses genomischen Klons weiter in den Lucifcrasc- 
Reporter- Vector pGL3-Basic kloniert (Promcga, Mann- 
heim), a) ein 1459-ntEcoRI-Fragment, das die gesamte gen- 
spezifische Sequenz von 1402 Nukleotiden enthalt (pGL- 



FRTl^5 Ratten-Schilddrusenzeilen (erhalten von Dr. M. 
Derwahl Bochum) wurden in Coon's modified Ham's F12 
medium (Biochrom, Berlin) kultiviert, welches 5% Kalber- 
25 serum (Gibco Life Technologies, Eggenstein) und eine Mi- 
schung von 6 Hormonen und Wachstumsfaktoren enthielt: 
Glycyl-I^histidyl-L-lysine acetate (lOng/ml), Hydrocorti- 
sone (3.6ng/ml), Somatostatin (lOng/ml), Insulin 
(10 ug/ml), Transferrin (5 ug/ml) and Rinder-TSH (10 
30 mU/ml). Als Antibiotica wurden Gentamicin (50 ug/ml) and 
Amphotericin B (1.25 ug/ml), beide von Gibco, verwendet. 
COS-7 und CHOZellen wurden in Dulbecco's Modified Ea- 
gle Media (Gibco) kultiviert, welches 5% FCS (Gibco), 
Gentamicin (50 ug/ml) und Amphotericin B (1.25 ug/ml) 
.15 enthielt. 

2x 10 s FRTL-5 Zellen und 1 x 10 5 of COS-7 Zellen wur- 
den in 35-mm-Platten 48 bzw. 24 Std. vor der Transfektion 
ausgesal. Jede TVansfekiion wurde mit. der Calcium-Phos- 
phal-Methode ausgefuhrt und enthielt 6 pg des jeweiligen 
40 genomischen DNA-Fragmentes zusammen mil 1 ug des 
pSV-PGAL- Vectors (Promega, Mannheim). Ein Luciferasc- 
Vektor mit SV40-Promotor und -Enhancer-Sequenzen 
diente als positive Kontrolle. Nach der Transfektion wurden 
die Zellen fiir48 Std. inkubiert. Die Zellen wurden anschlie- 
45 Bend mit einem Gefrierzyklus in LysepufTer aufgeschlossen 
und mit jeweils 50 ul des Extraktes wurden die Aktivitaten 
von Luciferase und p-Galactosidase bestimmL Die im Lu- 
minometer gemessenen relativen Lichteinheiten wurden auf 
die P-Galactosidase-Werte normalisiert (vgl. auch Referenz 
50 5). Die Experimente wurden drei- bis viennal in TriplikaL- 
oder Quadruplikatbeslimmungen durchgefubrt. Die Ergeb- 
nisse werden als Mittelwerl ± Standardfehler angegeben. 
Die Werte werden als Vielfaches im Verhaltnis zum pGL3- 
Basic angegeben, der als 1 geseut wird. 

55 

ERGEBNISSE 

Klonierung und Sequenzierung des putativen NIS-Gen-Pro- 
motors 

60 

Ein PCR-Produkt, das die 5-flankierende Region des 
NIS-Gens enthielt, wurde aus einer humanen Genbibliothek 
mit "downstream'-Primem amplifiziert, die komplementar 
zur untranslatierien cDNA-Sequenz (2) waren. Nach der 
65 Klonierung in den Vcktor pCR2. 1 wurde dicsc DNA in 
beide Richtungen sequenziert. Es ergaben sich 1402 genspe- 
zifische Nukleotide, die eine Uberlappende Region am 5- 
Ende mit vollstandiger IdentitSt von 304 Basenpaaren zur 
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von 54% auf und zcigt cin nichi-kanonisches TATA-Box- Weiiw Fin*™,™ w«. d_ . « 

Mod v AATAAAT (Nuktaid 4<>4 his . -398), ctem eine GC- Einengung der ftoinoio^equcnz 

Box vorgelagert ist Bemcrkcnswcrt sind die vier CoG-Di- 10 Fine k+a* <• fl.u^ 

war und die Deletion pGL3-N8, bei der sowohl die GC- als 

1 20 DeU akdv sind und dafi die Region von Nukleoud -441 bis 

Wr analysiercen die I*., .,Ak,ivi,al unseres genom- £3?^ "* ** ™ *™ Pr ° m ° tor 

Sn KoSk.e d n r Oi'c"" "T ' Vf™ R T* e t * ist sehr au ^««S«eich, die vorliegende humane Se- 

=£ss *tr,- 

sirukle sind in Abb. 2 .l..r,vMelli Dicse Hvbrid-Vekin™ S ^ iL ? 7 ? ^ ° bcn 8 enannten ^on 
VektorpGU-BasicUhb. »\i I Akiivierung war spe- 3S 

zifisch, da dicsclhcn S*|i*-ii/cii m , *aniisen$e' , -Richmne DKniwnw 
kloniertkeine Akiiviui a-i^-d u, c |).„ C n fUrdie5'-Ha1fte "u^u&jmuw 

£ St dCU L ,Cn % '\ VMW ^ nhcil cines Re P***>« Die vorliegende Studie beschreibl die Sequenzierunc und 

Ahni.VK*D | 40 Nft-Oens. Mitteis etner auf der PCR basierenden Metbode 

Fra^tt in c n" " I ; ^ ^^'""f "S*T l"?* * 6en0raische DNA bis zum NbuSK^S5£ 

2££2£ : : .n 5r i'STES"- ""i* Die f Hame *- Se < uenz 

j.c/cigi;. Zdgte nach Umklonieren in einen Luciferase-Expressions- 

Versleichcnde Phw,,. * \,. i k-~i 7 „ I ekt ° r Starke ^™tor-Aktivitiit. Indera wir eine Reifae von 

Vergleicncndc Proin.*,. \„ ,| W ,„ wrschicdcnen Zellty- 45 Deletionskonstmklen in transienten TYansfektionsassays te- 

1 v ' slcten » konnten wir den Promoter auf eine kurze Region ein- 

ESSTbSST^ k" " K " ' ' £ 7 Und u CH ?:^- PtOm ° t0r War in SchiWcWsenzellen sehr ^v, i™ 

n- w , vryo.-konslrukeen (Abb. SO ringerera AusmaB aber auch in Nicht-SVhilddriisenzelw 

%t£%£ftF " / '"'' '" icn S,ammen oichl Neben *« <*«» erwannten Element TAtH^ GCBox 

S ?" l<k,rusc "- , ' NIS-Oen. konnten wir nurnoch eine BindungssteUeruVdenTransS 

^n C l " K " ,c,ttas 8erin8eren Aus- teressancerweise isi genau diese Rerion X tonuch £ 

SS^Vw , " , ^ 1 '--' r ' ,i ~ krip,ionel,e 55 ^spondierenden Region i m PromoT^-Get at 
AKU\itai urn dj.s 4- his .m*-Ik (Miiqwr. Die Proporuonen der Raite (6, 7), wobei die restliche y-flankierende Seotmn, 
zwischen den venvculcun K>*-iMrukicn und ihre Abhangig- W cnig Homologie zeigt An SSSjSJ^^W 

f"'" J2r v „. ^"«-«H-.\ki«iiaicn zwwehen den dungssteUen filr TTF-1 entdccken. deren Signifikanz aber 

•Zl^r" <f.- L "T J ' K " ilic unt e«chiedUche 60 nach unseren Ergebnissen fragwiirdig fa S^zeT 

2ST° M ? , , aCn/ - .""^^W w 'erden. Zum >fer- gensehaften des humanen MS-Promotors sind ^ 

s5£CS2S r'l JlK ". C " Wn Ko r Uvektor 1,111 ScWeden vo " dcnen ^nilins^fisch expri 

LS£S&^^r^T WW '- 0bwoh '^ ir 1 die ™erte' Gene, die nom,alerweise mehrere Sng^sX 

Sr^lr^, , che " ,:,,K ^>»esscnen (KJalac- filr die •mnskriptionsfaktoren TTF-1, TTF-2 und PAX-8 

os dasc-AkUv,bUcn nonnabMcncn. /eigee sicb cin groBcr 6S aufwciscn (Obcrsichtsartikcl: 8) 

gegendber 2865fach x p(,IJ-» aM cl. D.cser giofie Unter- deU fur die humane Schilddruse gibu In der RaUe istein Tot 
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ches Modell verlugbar mir dcr konunuicrlichcn abcr diflc- 
rcnzierten Zell-Linic FRTL-5, die ja auch in der vortiegen- 
don Siudie vcnvendel wurde. Es gibt auch schon zwei Un- 
tersuchungen fiber den endogenen NTS-Promolor an diesen 
Zeilen. die aber zu vollig verschiedenen Eigebnissen hin- 
sichlJich der Frage kommcn, wie das NIS-Gen gewebsspezi- 
fisch reguliert wind (6, 7). Eine in Transfcktionsassays nichi 
beobachtbare Gewebsspczifitfii. konnte auf der Gegenwart 
von gewebsspezifisch regulierlen Enhancer-Sequenzen be- 
ruhen, die auBerhalb der klonierten Sequenz liegen. Dane- 
ben ist fur viele Gene ein groBer EinfluB der Chromatin- 
suuktur bzw. der Meihylierung auf die (ienexpression nach- 
gewiesen worden. Das Nforhandensein von CpG-Dinukleoti- 
den im NIS-Piomotor, die in 40% alJer gewebsspezifisch re- 
gulierlen Gene CpG-Inseln urn den Transkriptionsstart 
herura bilden, deutet auf eine RoUe fur die Methylierung bei 
der transkripdoneUen Regulation des NIS-Gens hin. Jeden- 
falls croffhet die vorlicgcndc Studic, in dcr dcr Proniotor des 
humanen NIS-Gens ersUnals kloniert und charakterisiert 
wurde, weilere M6glichkeiten zur molekularbiologischen 
Untersuchung dieses klinisch so bedeutsamen Proteins. 



REFERENZEN 

1 Dai, G., Levy, O. und Carmsco, N, (1996) Nature 379, 25 
458^60. 

2 Smanik, RA., Liu, Q., Funninger, T.L., Ryu, K., Xing, S\, 
Mazzaferri, E.L. und Jhiang, SM. (1996) Biochem. Bio- 
phys. Res. Commun. 226, 339-345. 

3 Smanik, RA., Ryu, K.-Y, Theil, K., Mazzaferri, EL., und 
Jhiang, SM. (1997) Endocrinol. 138, 3555-3558. 

4 Saito, T., Endo X, Kawaguchi, A., Ikeda, M., Nakazato, 
M., Kogai T. und Onaya T. (1997) J. Clin. Endocrinol. Me- 
tab. 82, 3331 3336. 

5 Behr, M., Ramsden, D., und Loos U. (1997) J. Clin. Endo- 
crinol. Metab. 82, 1081-1087. 

6 Tong, Q., Ryu, K. and Jhiang, S.M. (1997) Biochem. Bio- 
phys. Res. Comm. 239, 3441. 

7 Endo, T., Kaneshige, M., Nakazato M., Ohmori, M., Harii 
N., and Onaya, T. (1997) Molec. Endocrinol. 11, 
1747-1755. 

8 Damante, G., and Di Lauro, R. (1994) Biochim. Biophys. 
Acta 1218, 255-263. 

LEGENDEN 

Abb. 1. Nukleotid-Sequenz der 5'-flankierenden Region 
des humanen NIS-Gens. Die Numerierung bezieht sich auf 
das ATG-Startcodon. Die putative TATA-Box isteingerahmt 
und die GC-Box (Bindungsstelle ft*r SP-1) ist unterstrichen. 
Zwei potenlielle Bindungsstellen fUr TTF-1 (Konsensus-Se- 
quenz: ACTCAAGTG/A) sind miteiner Schlangenlinie un- 
terstrichen. Die in kursiv gesetzte Sequenz markierl. den 
t)beriapp mil der publizierten cDNA-Sequenz (2), die bei 
Nukleotid -347 beginnt. 

Abb. 2. Graphische Darstellung der verwendeten Expres- 
sionsvektor-Konstrukte. Die 5 -flankierende Region des 
NIS-Gens und verschiedene Deletionen davon wurden in 
den Luciferase-ExpressicmvektorpGL3-Basic kloniert Die 
Numerierung der Nukleotide bezieht sich auf das ATG- 
Startcodon. 

Abb. 3. Stimulierung derLuciferase-Expression durch 5'- 
flankierende Sequenzen des humanen NIS-Gens. A) Trans- 
fektion von FRTL-5-Zellen. FRTI^5-Zellen wurden mil 
6 ug pGL3- Kons tru ktcn (ransfizicrt, die verschiedene gc- 
nomische DNA-Fragmente in "sense"- und "antisense"- 
Ricblung enthielten. Daneben wuide 1 ug pSV-pGal als 
Kontrollvektor zugegeben. Nach der Transfektion wunien 



die Zcilen fur 48 Sid. inkubien und die Luciferasc-AkiiviUU 
gemessen und mil den {KiaJ-Werlcn nonttalisiert. Die Luci- 
ferase-Akliviiai des pGL3-Basic-Vcktors alleine wurde als 
eins geseizt. und die Wirtc fur die Vektoren mir NTS-Frag- 
5 menten als VieJfaches davon angegeben. B) Transfektion 
von COS-7 und CHO-Zcllen. Die Zeilen wurden mil den 
Vektoren pGL3-NI-3 Iransfizicrt, die NIS-Fragmenie in 
"sense' -Richtung enthielten. 
Abb. 4. Transkripiionelle Aktivierung des Luciferase- 
10 Gens in FRTL-5- und COS-7-Zellen durch Deletionen der 
5-flankierenden Region des NIS-Gens. pGLN3 und ver- 
schiedene Deletionen davon (vgl. Abb. 2) wurden in COS- 
7- und FRTV5-Zellen transfizieit Die Messung der Lucife- 
rase-Akti vital und Berechnung der relativen Werte erfolgten 
15 wie in Abb. 3. 

Abb. 5. Vergleich der 5'-flankierenden Sequenz aus der 
Ratie (oben) und dem Menschen (unten) filr das NIS-Gen. 
Die Bczcichnung dcr funktionellcn Elcmcntc ist die gleiche 
wie in Abb. 1. Zusatzlich ist eine potentielle AP-l-Bin- 
20 dungsstelle mil einer gepunkteten Linie markiea Die Tran- 
skription in der Raile beginnt am letzten gezeigten Nukleo- 
tid (-98 relauv zum ATG-Startcodon). 



Zusammenfassung 



Die Schilddriise hat die Fahigkeit, das Spurenelement Jod 
mil einem Konzentrauonsfaktor von 40-80 aus der Blut- 
bahn zu rarYen. Schilddrusenhormone entstehen durch Jo- 
dierung von Tyrosinen und deren Kopplung zu Thyroninen. 
30 Hierbei spielen Thyreoglobulin als Synthesematrix und 
Transporter, so wie das Enzyin Schilddrtisen-Peroxidase als 
Katalysator die entscheidende RoUe. Die Jodspeicherung 
wind zur Darstellung der Schilddriise nach Gabe von Spur- 
dosen von Radiojod mittels Szintigraphie benutzt. Gleicher- 
:*> mafien kann mit holier dosierter Radiojodgabe eine Schild- 
drosenUberfunktion behandelt werden. Mit hohen, d. h. ab- 
lativen Radiojoddosen konnen SchiiddrUsenkarzinome und 
deren Metastasen behandelt werden. Leider speichem weni- 
ger als 20% der Schilddrusenkarzinome bzw. deren Melasia- 
40 sen Radiojod, so daB die Radiojodtherapie hier sehr limitiert 
ist Die Ursache fur die fehlende Jodaufnahme ist noch nicht 
geklart Verantwortlich fur die Jodaufnahme ist ein Meni- 
branprotein der Follikelzelle der Schilddriise, das Jod zu- 
sammen mit Natrium in die Zelle transportiert (Natrium- 
45 Jod-Symporter=NIS). Kurzlich konnte vom NIS-Gen die 
cDNA bei der Ratte (1) und schlieBlich auch beim Men- 
schen (2) kloniert werden. Zwischen humaner und Ratlcn- 
Sequenz besreht eine Homologie von 85%. Von der cDNA 
ausgehend wurde unterBenutzung von genomischen Biblio- 
50 theken bei der Ratte von zwei Arbeitsgruppen die Promotor- 
region sequenziert und funktional charakterisiert. Allerdings 
wurden unterschiedliche Ergebnisse beziiglicb Zellspezifitat 
erhalten. Wahrend einerseits SchildrilsenspezifitSt beim 
Vergleich rait Leberzellen (3) postuliert wurde, konnte ande- 
55 rerseits im Vergleich miiFibroblasten bzw. neuroendokrinen 
Zeilen (4) dies nichL nachvollzogen werden, Wir praktizier- 
ten einen ncuen Approach, um die Promoloregion beim 
Menschen zu idenUfizieren und sequenzieren. Ausgehend 
von der bekannten humanen NIS-cDNA, bzw. deren un- 
60 translatierlen Sequenz benutzten wir das System der "ge- 
nome walking" PGR (Polymerasekettenreakdon) von Clon- 
tech (Heidelberg). Hierbei werden Primet korrespondierend 
zu der bekannten untranslatierten Sequenz ausgewShlt und 
mit upstream-Primem aus den bekannten Adaptem der 
65 DNA von 5 humanen genomischen Bibliothck zur PGR- 
Amplifikadon eingesetzt, Jede Bibliothek war durch Verdau 
rait jeweils einem spezifischen Restriktionsenzym und fol- 
gender Ligierung mit den Adaptern entstanden. Wir konnten 
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zunachst 1402 Bascnpaarc upstream von dcr bekannten 
cDNA amplifizicrcn und in cincn TA-Kionierungsvektor li- 
gieren. Nach Sequenzicrungcn in bciden Richlungcn cha- 
raktcrisierten wir, wie im Manuskript beschriehen, 2 ver- 
schiedene Regionen mitlels TYansfektionsassays (Lucife- 5 
rase-Assay) auf ihre iranskriptioncile AktivitaL Die 602 Ba- 
senpaare umfassende 3'-Haifte zeigte die hocbstc Aklivilat 
in FRTLS-ZeUen (fetal ral thyroid cell line) mil einer Akli- 
vierung uni das 17-fache bezogen auf den Basisvekior. Al- 
lerdings fanden wir auch in COS-Zellen (Affcn-Nierenzel- io 
ien) eine Aktivierung urn das lOfache und in CHO-Zellen 
(Chinese hamster ovary cells) uni das 4fache. Nach Korrek- 
tur auf die unlerschiedliche TYansfektionseffizienz ergab 
sich eine ca. 5fach h6here TVanskriptionsakU vital in Schild- 
driisenzeilen (FRTL5) im Vergleich zu den Nicht-Schilddru- 15 
senzellen. Durch gezielle DeleUonen konnte diese Promo- 
tor-Aktivitatauf Nukleotid -443 bis -395 relativ zum ATG- 
Startkodon cingeschrankt werden. Dicsc Region wics 74% 
Homologie uber einen Bereich von 95 Basenpaare mil der 
entsprechenden Sequenz bei der Ratle auf und enthiell eine 20 
putative GC- und TATA-Box. Im ubrigen zeigt unsere ge- 
noinische Sequenz keine Homologie zu Promotorsequenzen 
von anderen schilddrusenspezifischen Genen (Thyreoglobu- 
lin, Thyreoid-Peroxidase, TSH-Rczeptor). 

Die gesamte Sequenz wies einen GC-Gehalt von 54% auf 25 
und zeigte eine Haufung von CpG-Dinukleotiden urn die 
putative Proraotor-Region. Diese Q>G-Inseln wurden als 
Subslrat fiir regulierte Methylierung beschrieben. welche 
die Transkription blockieren kann. Dieser Mechanismus 
kdnnte eine Rolle im Sinne einer Hemmung der NIS-Genex- 30 
pression in Schilddrusen-Karzinomzcilen spielen. 



zifischcn Rczcptoren, Anukorper gcgen Mcmbranproieinc 
von Karzinomzcllcn beladcn mil Vcklorcn, Vbraussctzung 
Da das NIS-Gcn sclbstversiiindlich in alien Zclien inaktiv 
prfisentist, wird cs durch /ellspczifischen Transfer von NTS- 
spezifischcn Transkriptionsfaktoren auch in anderen Krebs- 
zellen zu aklivicrcn sein. 

Konkrcte Ziele 

Mil. den hier gewonnenen Kenntnissen wird es mogbch 
sein, die fehlende Funktion des Jodtransporters in den Meta- 
stasen von Schilddriisenkarzinomen zu restaurieren und 
diese damil einer Radiqjodtherapie zugangig zu machen 

Die Radiolyse hat den Vorteil, daB sie zelldestruierend 
wirkt, bevor Prozesse wie Resistenzentwickiung oder Auto- 
immunreaktion eine unuberwindbare Barriere gegen weite- 
ren Gentransfer und seinen therapeutischen Erfolg auf- 
baucn. 

Durch Anschalten des Jodlransportergens in Krebszellen 
anderer Provenienz (Mamma, Pankreas) mitlels zellspezirl- 
schem Transfer und Expression von NIS-Transkripuonsfak- 
toien werden auch diese Karzuiome der Radiojodtherapie 
zugangig sein. Eine andere MSgbchkeit ware der Transfer 
von Vektoren, die die MS-cDNA miteinem vorgeschalteten 
zellspezifischen Promotor (z. B. beiiu Pankreaskarzinoni 
den Carboanhydrase-Promotor) enthalten. 

Literatur 



Mogliche Anwendung 

Die hier erhobenen Ergebnisse und die daraus gewonne- « 
nen Erkenntnisse ernibglichen nicht nur den funktionalen 
Defekt des ^transporters zu analysieren, sondern auch zu 
reparieren. Die zugrundeliegenden Dcfektein Schilddriisen- 
Karzinomen sind auf verschiedenen Ebenen zu suchen. 

Moglicherweise sind die schilddrilsenspezifischen TVan- 40 
skripuonsfaktoren des NIS-Gens defekt oder fehlen. Dabei 
handelt es sich vielleicht sogar um andere als die schon be- 
kannten Transkriptionsfaktoren (TOM, TTF-2, PAX-8) 
oder sind die bekannten evti. im Zusaminenspiel rnit noch 
unbekannten Enhancer-Sequenzen neu zu definieren. Zur 45 
Klarung dieser Fragesiellung wird die von uns beschriebene 
spezifische NIS-Promotor-Sequenz verwendet werden kon- 
nen. 

Auf der Basis der vorbegenden Ergebnisse und der neu zu 
definierenden Regulation der NK-Promolor-Regulation 50 
wirdes moglich werden, cine Restaurierung der NIS-Funk- 
tion in Schilddrusenkarzinomzellen zu erreichen. 

Eine bedeutende Rolle konnte auch die bei Karzinomen 
eventueH verstaxkte Methylierung von Cytosinen spielen, da 
zahlreiche CpG-Dinukleotide in der beschriebenen Sequenz 55 
vorhanden sind, die bevorzugt meihyliert werden. Diese 
Methylierung kann eine Hemmung der NIS-Gcnexprcssion 
bewirken. 

Perspektiven 60 

Die Kennlnisse der Regulierung der transkriptionellen 
Aktivierung der NIS-Genexpression wird es emidgtichen, 
das NIS-Gen in Metastasen von Schikldrtlsenkarzinomen zu 
aktivicrcn. Ein zcUspczifischcr Transfer von auf das NIS- 65 
Gen wirkenden TYanskriptionsfaktorAen und dessen/deren 
Expression ist eine Moglichkeit Hierfiir ist das Erkennen 
von Target-Zellen, z.B mittels viraler Vektoren mit zellspe- 
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Patentanspruche 

1 . DNA, die als Promotor fiir das humane Iodtranspor- 
tergen (Gen fur das Natrium-Ic<yd-Svmporter-Protein; 
NIS) wirkt und dadurch gckennzcichnet ist, daB sie 
wenigstens die Nukleotide von ~493 bis -395 der Nu- 
kleotidsequenz gemaB Abb. 1 oder der unteren Se- 
quenz von Abb. 5 urafafiL 

2. DNA gemafi Abb. 1 oder eine funktionsgleiche 
DNA, die sich von der DNA gemaB Abb. 1 durch die 
Substitution, Deletion oder Insertion von einzelnen 
Nukleouden oder Gruppen von Nukleotiden abieitet, 
soweit dadurch die Promotorfunktion und/oder die 
Bindung von TVanskriptionsfaktoren fur die Expression 
des humanen Iodtransportergens, verglichen nut einer 
DNA gemaB Abb. 1, verbessert oder nicht. nennens- 
wert becintrachtigt werden. 

3. Verwendung einer DNA nach einem der Anspruche 
1 oder 2 zur Erbahung der Radioiodaufhahme bei der 
Radioiodtherapie von Karzinomen der Schilddriisc 
oder anderen Organen. 

4. Verwendung nach Anspruch 3 in Form eines Vek- 
tors, der eine Promotor-DNAgenulB Anspruch 1 oder 2 
in Verbindung mit der cDNA ftlr den humanen Iod- 
transportcr (NIS) und/oder mit cDNA fUr cincn oder 
mehrere TVanskriptionsfaktoren) fur den humanen 
Iodtransporter (NIS) enthall. 

5. Verwendung nach Anspruch 4 in Form eines fur die 
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jeweiligen Karzinomzellen spczifischen Veklors, dcr 
fur die Verabreichung an mcnschliche Palicntcn per In- 
jeklion gceigncl ist. 
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Abb. 1 



-1644 ATTTGTATTTTT(^TACAGACAAGATCT 

-1574 GAJCCTCCCACTTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATAAGCCATCATG 
-1504 TGTTTCTTTCAACCCCCAGGATTTCAGAXTCC^ 

-1434 GATTGCCCAGAAAGT ^GGAGG CT GAGCTGAGACTT GAACCCAGAGACC AGAACCT CCAGAGGTCAAAGTC 
-1364 CTCCTGGGTCCCCCAGAGAAGGGCCCTGAGATGACAGCTCGTTGGTCCTCATGGAAGCGTGACCCCCCCA 
-1294 GTAGACTTTCTCCCACACCCAACCTTGGTTTCCT 
-1224 CTGCTGCTCATGGTCTC^ 

-1154 TTTATGC CT GG CACAGGGCCAACT CT CAGT GCATATCTGCAAAGGAAC CAATGAAT GAGT GAATGAAGT G 
-1084 ACAAATGAATAAAGGAATAAATGAATGAGGCACTTAT 

-1014 ATTCCTCTGAGGCAGGGTCTATTTTATCCTTGTTACAGATGGGGAAACTAAGGCCCAGGGAGGAGCAAAG 

- 9 4 4 TCTTCCCCAAGTATGTACCCACTCAGAACTTGAGCTCTGAATGTCTCCCACCCAGCTTAGCCCAAGAGCG 
-874 GG GTT(^GTGATGCCCACCCCCTAAGGCTCTAGAGAAAGGGGGTAGGCCCACATGCCAGTTTGGGGGTGG 
-804 TAAAGCGAGGTAAGTTTTCTTTATGGGTCCCCTGAAACCCTGAAAGTGAACCCCAGTCCTGCATGAAACT 
-734 GAGCTCCCCATAGCrCAAGGT ATTCAA^ 

-664 GATAGTGACATGCCCTCTCTGAGCCTCAATTTCCCCACCTGTCAACAGCAGACAGTGACAGCTGTGATCA 
-594 GGGGATCACAGTGCATGGGGATGGGTGGGTGCATGGGGATGGAGGGGCATTTGGGAGCCCTCCCCGATAC 
-524 CACCCCCTGCAGC<^CC<^GATAGCCTGTC^ 

-454 TCCTGCCCGCCCCTAGGTCTGG AGGCGGA GTCGCGGTGACgCGGG^ 

- 3 8 4 TCACGAGCTGCTCCCGTAAGCCCCAAGGCGACCTCCA 
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Abb. 5 



-193 GGACCGAAAGGGTCGGGGTCGCGCCCGCCT 

II I MINIM I I I I I I I f | I 1 I 
-472 GGGCTGAAAGGGTGCGGGTCCTGCCCGCCC 

CCCAGGCTGGGGGCGGAGCTGCGCTGACCCCGGAG 
I I I II I I I I I I I I I II I I I I I I II I I 
CTAGGTCTGGAGGCGGAGTCGCGGTGACCCGGGAG 



TTCAATAAATC CGCAGCGCGAAAAGCGAGTG -98 

MINIMI ill I I II 
ccc |aataaat| ctgcaacccacaatcacgagc -377 
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